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Verfahren zur Herstellimg von rekombinanter RNase A 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von rekombinanter 
5 RNase A in Exoli^ das dadurch gekennzeichnet ist, dass eine DNA-Sequenz 
verwendet wird, die fllr eine RNase A bovinen Ursprungs kodiert und die an die 
Kodonverwendung in Exoli angepasst wurde, Des Weiteren betrifift die Erfindung 
Nukleins9uremolekttle, die eine NukleinsSuresequenz enthalten, die an die 
Kodonverwendung in Kcoli angepasst wurde sowie rekombinante 
10 Nukleins^uremolektUe, die eines dieser NukleinsSuremolekQle enthalten und die 
Expression der rekombinanten RNase A in Exoli erlauben. 

Die RNase A ist eine Endoribonuklease, die RNA-StrSnge an innenstandigen 
Phosphodiesterbrtlcken hydrolysiert. Sie ist spezifisch fllr einzeistrSngige RNA imd 

1 5 spaltet Bindungen 3 * von Pyrimidinen. Daher bilden sich nach der Spaltung mit 

RNase A Pyrimidin-3' -Phosphate und Oiigonxikleotide mit tenninalen Pyrimidin-3 - 
Phosphaten. Die RNase A besteht aus einer durch vier Disuifidbrticken 
intramolekular vemetzten Kette aus 124 Aminosauren. Die RNase A ist auch in 
Abwesenheit von Co-Faktoren xmd zweiwertigen Kationen enzymatisch aktiv. Sie 

20 wird gehemmt durch Schwermetallionen sowie durch DNA in einer kompetitiven 
Weise. 

Die RNase A wird in verschiedenen molekularbiologischen Techniken eingesetzt, 
Bei der Isolierung entweder von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen oder von 
25 genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen beispielsweise wird neben der DNA 
auch RNA aufgereinigt, die in groBen Mengen zu einer erhShten Viskositat der Probe 
und zu einer Verringerung der Axisbeute flihrt. Daher muss die RNA durch Zugabe 
von RNase A abgebaut werden, urn die Qualitat und QuantitSt der Probe zu erhdhen. 
Ahnliches gilt auch fllr die Preparation rekombinanter Proteine. 
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Eine weitere Anwendung findet die RNase A beim Nachweis von 
Einzelbasenmutationen in RNA oder DNA. In diesem Fall spaltet die RNase A an 
Fehlpaarungen beispielsweise in RNA-RNA-Heteroduplexen, die zwischen einer 
Referenz-Wildtyp-RNA und einer moglicherweise mutierten RNA gebildet wurden. 
5 Die Gro/Je des gespaltenen Stranges kann anschliefiend durch Gelelektrophorese 
abgeschatzt werden. 

SchlieBlich wird die RNase A auch in RNase-Protection-Assays verwendet^ mit 
denen die Expression verschiedener Gene gleichzeitig untersucht werden kann. Diese 

1 0 Methode beruht auf der Hybridisiening von Proben-RNAs an komplementare, 
radioaktiv markierte RNA-Sonden (Riboproben) und dem nachfolgenden Verdau 
von nicht hybridisierten Sequenzen mit einer oder mehreren einzelstrangspezifischen 
Ribonukleasen. Nach dem erfolgten Verdau werden die Ribonukleasen inaktiviert 
und die geschfltzten Fragmente der radioaktiv markierten RNA durch 

1 5 Poiyacrylamidgelelektrophorese und Autoradiographie analysiert. 

Die VielzaW der molekularbiologischen AnwendungsmSglichkeiten fUr die RNase A 
erfordert die Isolierung grofier Mengen des Enzyms in hoher Reinheit. Der klassische 
Weg zur Herstellung der RNase A umfasst die Isolierung aus dem Rindeipankreas. 

20 Allerdings ftihrte die BSE-Problematik der vergangenen Jahre dazu, dass tierische 
RohstofFe, insbesondere solche, die aus Rindem stammen, aus Grtlnden der 
biologischen Sicherheit von den Behfirden in der pharmazeutischen Produktion nicht 
mehr akzeptiert werden. Deshalb wurde in den vergangenen Jahren ganz auf die 
Verwendung von RNasen verzichtet und die RNA in vielen biotechnologisch- 

25 pharmazeutischen Verfahren stattdessen durch alternative, meist sehr kostspielige 
Verfahren wie die Chromatographie abgetrennt. 
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Daher besteht ein Bediirfms nach einem Verfahren, das die Herstellung von groBen 
Mengen an RNase A ermSglicht, ohne dass dazu tierisches Material verwendet 
werden muss. Dies kaiin vor allem durch die rekombinante Herstellung der RNase A 
erreicht werden. 

5 

Die rekombinante Herstellung der RNase A wird allerdings durch vier Faktoren 
verkompliziert: (1) die RNase A ist instabil, wenn sie alleine in Kcoli exprimiert 
wird; (2) um die RNase A zu einem aktiven Protein zu rekonstituieren, mfissen vier 
Disulfidbrttcken korrekt gebildet werden; (3) die Expression der RNase A iimerhalb 
10 einer Zelle ist m5glicherweise zytotoxisch und (4) die RNase A baut mOglicherweise 
ihr eigenes Transkript ab, wodurch die Expressionsleistung entsprechend sinkti 

In der Vergangenheit wurden verschiedene MOglichkeiten zur rekombinanten 
Expression der RNase A eiprobt, die diese Schwierigkeiten fiberwinden soUten, die 
aber alle zu einer eher geringen RNase A-Ausbeute fuhrten. 

In einem Ansatz wurde die RNase A unter der Kontrolle eines hitzeinduzierbaren 
Promotors exprimiert Dies ffihrte zur Bildung von Inclusion Bodies und zxi einer 
Ausbeute von etwa 2 mg/1 (McGeehan und Brenner (1989) FEBS Letters 247 (1): 
55-56). 

Die Expression eines Fusionsproteins von RNase A mit einem Gen-lO-Protein aus 
dem Bakteriophagen T7 unter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren Promotors 
fUhrte ebenfalls zur Bildung von Inclusion Bodies. Nach enzymatischer Spaltung des 
Fusionsproteins mit der Protease Faktor Xa und Aufreinigung woirde eine Ausbeute 
von 4-8 mg/1 Protein erzielt (Laity et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 615- 
619), 
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Auch ein Fusionsprotein aus p-Galaktosidase und RNase A wurde unter der 
Kontrolle des IPTG-induzierbaren p-Galaktosidase-Promotors in£.co// expriraiert. 
Mit dieser Strategic wurde nacti der Aufreinigung eine Ausbeute von 0,2 mg/1 erzielt 
(Nambiar et al. (1987) Eur. J. Biochem. 163: 67-71). 

5 

Ebenso wurde die RNase A zusammen mit einem Signalpeptid, das die efGziente 
Translokation der RNase in das Periplasma bewirkt, unter der Kontrolle eines IPTG- 
induzierbaren Promoters exprimiert Die RNase A wurde aus dem Periplasma durch 
Spharoplast/osmotischen Schock freigesetzt und aufgereinigt. Mit dieser Strategie 
10 wurde eine Ausbeute von 0,1 mg/l erzielt (Tarragona-Fiol et al. (1992) Gene 118: 
239-245). 

SchlieBlich wurde in Exolh Zellen auch eine Kombination aus Hitze-induzierbarem 
Promoter und einem Signalpeptid, das den Transport der RNase A in das Periplasma 
1 5 steuert, getestet. Auch hier warden die periplasmatischen Proteine durch 

SphSroplast/osmotischen Schock freigesetzt imd aufgereinigt. Mit dieser Methode 
konnte eine Ausbeute von 45-50 mg/1 erreicht werden (Okorokov et al. (1995) 
Protein Expression and Purification 6: 472-480). 

20 Auch andere Wirtszellen als Kcoli, wie z.B. Bacillus subtilis und Pichia pastoris, 
wurden zur Expression der RNase A verwendet. Mit diesen Wirtszellen konnten 
ebenfalls nur Ausbeuten in der GrOlienordnung von 1-5 mg/1 erreicht werden 
(Vasantha und Filpula (1989) Gene 76: 53-60; Chatani et al. (2000) Biosci. 
Biotechnol. Biochem. 64(1 1): 2437-2444). 

25 

Somit besteht trotz der mehrfachen Versuche zur Optimierung der rekombinanten 
RNase A-Expression ein Bedflrfiiis nach einem Verfahren, das die Herstellung von 
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rekombinanter RNase A in Exoli mit einer hoheren Ausbeute als im Stand der 
Technik ermoglicht 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem 
5 rekombinante RNase A in groBen Mengen in E, co//-Zellen hergestellt werden kann. 

Diese und weitere Aufgaben werden erfindungsgemaB durch die Merkmale des 
Hauptanspruchs gel3st. 

1 0 Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den UnteransprOchen definiert. 

ErfindungsgemaB wird ein Verfahren zur Herstellung rekombinanter RNase A in 
Exoli bereitgestellt, das dadurch gekennzeichnet ist, dass eine DNA-Sequenz 
verwendet wird, die filr eine RNase A bovinen Ursprungs kodiert und die an die 
1 5 Kodonverwendung in E, coli angepasst wurde. 

Der genetische Code ist redundant, da 20 Aminosfiuren von 61 Triplett-Kodons 
spezifiziert werden. Daher werden die meisten der 20 proteinogenen Aminosauren 
von mehreren Basentripletts (Kodons) kodiert. Die synonymen Kodons, die eine 

20 einzehie AminosSure spezifizieren, werden in einem bestimmten Organismus jedoch 
nicht mit gleicher Haufigkeit verwendet, sondem es gibt bevorzugte Kodons, die 
haufig verwendet werden, und Kodons, die seltener verwendet werden. Diese 
Unterschiede in der Kodonverwendung werden zuruckgefOhrt auf selektive 
evolutionSre Driicke und vor allem die Effizienz der Translation. Ein Grund fiir die 

25 geringere TranslationsefEzienz von selten auftretenden Kodons kdnnte darin liegen, 
dass die entsprechenden Aminoacyl-tRNA-Pools erschapft werden und damit nicht 
mehr zur Proteinsynthese zur Verfttgung stehen. 
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AuBerdem bevorzugen unterschiedliche Organismen imterschiedliche Kodons. Daher 
lauft beispielsweise die Expression einer rekombinanten DNA, die aus einer 
Saugerzelle stammt, in E, C(?//-Zellen haufig nur suboptimal ab. Deshalb kann der 
Austausch selten verwendeter Kodons gegen haufig verwendete Kodons in manchen 
5 Fallen die Expression erhohen. 

Fflr viele Organismen, von denen die DNA-Sequenz einer groBeren Zahl von Genen 
bekannt ist, gibt es Tabellen, denen man die Haufigkeit der Verwendung bestimmter 
Kodons in dem jeweiligen Organismns entnehmen kann. Mit Hilfe dieser Tabellen 

1 0 lassen sich Proteinsequenzen mit relativ groBer Genauigkeit in eine DNA-Sequenz 
zurttckttbersetzen, die die im jeweiligen Organismus bevorzugten Kodons ftir die 
verschiedenen AminosSuren des Proteins enthalt. Tabellen zur Kodonverwendung 
kOnnen u.a. unter den folgenden Internet- Adressen aufgefunden werden: 
http://www.kazusa.or.ip/Kodon/E.html: 

15 http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Sofhvare/EMBOSS/App s/cai.html; 

httD://www.hgmp.mrc.ac.uk/Software/EMBOSS/Apps/chips.html: oder 
http://www.entelechon.com/eng/cutanalvsis.html . Auch zur reversen Translation 
einer Proteinsequenz, beispielsweise der Proteinsequenz der RNase A, in eine 
degenerierte DNA-Sequenz sind Progranmie erhaitlich, wie etwa xmter 

20 http://www.entelechoacom/eng/backtranslation,html : oder 

http.7/www.hgmp,mrc.ac.uk/Software.EMBOSS/Apps/backtranseq.htmL 

Im erfindungsgemaBen Verfahren wurde die zur Expression der rekombinanten 
RNase A verwendete DNA-Sequenz an die Kodonverwendung des i^.co//-Stamms 
25 K12 angepasst. 

Die Anpassung der Sequenzen an die Kodonverwendung in einem bestimmten 
Organismus kann unter Zuhilfenahme verschiedener Kriterien erfolgen. Zum einen 
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kann fiir eine bestimmte AminosSure immer das am Mxifigsten im ausgewahlten 
Organismus vorkommende Kodon verwendet werden, zum anderen kann aber auch 
die nattirliche Frequenz der verschiedenen Kodons im ausgewahlten Organismus 
beriicksichtigt werden, so dass alle Kodons fUr eine bestimmte AminosSure 
5 entsprechend ihrer nattirlichen Haufigkeit im Genom des ausgewahlten Organismus 
in die optimierte Sequenz eingebaut werden. Dabei kaan die Auswahl, an welcher 
Position welches Basen-Triplett verwendet wird, zuf&llig stattfinden. Beide 
Strategien zur Optimierung der DNA-Sequenz im Hinblick auf die 
Kodonverwendung haben sich fUr das erfindungsgemaf3e Verfahren gleichermaBen 
1 0 als geeignet erwiesen. 

Die fOr die bovine RNase A kodierende DNA-Sequenz ist an mindestens 30 
Positionen, bevorzugt an mindestens 40 Positionen, besonders bevorzugt an 
mindestens 50 Positionen imd am meisten bevorzugt an. mindestens 60 Positionen in 
15 Bezug auf die Kodonverwendung im £.co//-Stamm K12 optimiert. 

Am meisten bevorzugt handelt es sich bei den optimierten DNA-Sequenzen um die 
m SEQ ID No. 1 bzw. SEQ ID No. 2 dargestellten DNA-Sequenzen oder um DNA- 
Sequenzen, die zu den in SEQ ID No. 1 bzw. SEQ ID No. 2 dargestellten DNA- 
20 Sequenzen zu mindestens 90, bevorzugt zu mindestens 92 oder 94%, besonders 

bevorzugt zu mindestens 96 oder 98% und am meisten "bevorzugt zu mindestens 99% 
iiber die gesamte kodierende Sequenz identisch sind. 

Die Sequenzidentitat wird uber eine Reihe von Programmen, die auf verschiedenen 
25 Algorithmen beruhen, bestimmt. Dabei liefem die Algorithmen von Needleman und 
Wunsch oder Smith und Waterman besonders zuverlassige Ergebnisse. Fiir die 
Sequenzvergleiche wurde das Programm PileUp (Feng imd Doolittle (1987) J. Mol. 



wo 2005/095595 



PCT/EP2005/003063 



-8- 



Evolution 25: 351 - 360; Higgins et al. (1989) CABIOS 5: 151 - 153) oder die 
Programme Gap imd Best Fit (Needleman und Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 
443 - 453 und Smith und Waterman (1981) Adv. AppL Math. 2: 482 - 489) 
verwendet, die im GCG-Software-Paket (Genetics Computer Group, 575 Science 
5 Drive, Madison, Wisconsin, USA) enthalten sind. 

Die oben in Prozent angegebenen Sequenzidentitatswerte wurden mit dem Programm 
GAP Qber den gesamten Sequenzbereich mit folgenden Einstellungen ermittelt: Gap 
Weight: 50, Length Weigiht: 3, Average Match: 10000 und Average Mismatch: 
10 0,000. 

Diese Einstellungen wurden, falls nicht anders angegeben, als StandardeinsteUungen 
filr Sequenzvergleiche verwendet. 

15 Ohne an eine Hypothese gebunden sein zu woUen, wird angenommen, dass die 

kodonoptimierten DNA-Sequenzen eine efOzientere Translation ermSglichen und die 
daraus gebildeten mRNAs mSglicherweise eine hehere Halbwertszeit in der Zelle 
besitzen und daher haufiger fit die Translation zur Verfilgung stehen. 

20 Eine "RNase A bovinen Ursprungs" weist die im Wesentlichen gleiche 

AminosSxiresequenz wie das m bovinen Zellen axiftretende native Protein auf, wird 
aber nicht durch die in den bovinen Zellen auftretende DNA kodiert. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform wird die RNase A in Fusion mit einem 
25 Signalpeptid exprimiert, das den Transport in den periplasmatischen Raum steuert 
Die Lokalisation im periplasmatischen Raum verhindert mSgliche zytotoxische 
Effekte, die durch die Expression der RNase A auflreten kSnnten. Beispiele ffir 
solche Signalpeptide schliefien ein stil und phoA (Denefle et al. (1989) Gene 85: 
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499-510), ompF und LamB (Hoffinan und Wright (1985) Proc. Natl. Aca<i. Sci. USA 
82: 5107-51 1 1), pelB (Lei et al. (1987) J. Bacteriol. 169 (9): 4379^383), OmpT 
(Johnson et al. (1996) Protein Expression Purif. 7: 104-1 13), Beta-lactamase 
(Kadonaga et al. (1984) J. Biol. Chem. 259: 2149-2154), Enterotoxine LF-A, LT-B 
5 (Morioka-Fujimoto et al. (1991) J. Biol. Chem. 266: 1728-1732) und Protein A aus 
S, aureus (Abrahmsen et al. (1986) Nucleic Acids Res. 14: 7487-7500). 

Auch verschiedene nicht-natOrliche, synthetische Signalsequenzen, die die Sekretion 
bestimmter Proteine ermSglichen, sind dem Fachmann wohl bekannt. 

10 

Bevorzugt wird das phoA-Signalpeptid verwendet. 

Die Expression der RNase A steht bevorzugt unter der Kontrolle eines indluzierbaren 
Promotors. Besonders bevorzugt wird ein hitzeinduzierbarer Promoter verwendet, 
15 bei dem die Expression des unter seiner Kontrolle stehenden Gens durch ErhOhung 
der Kultivierungstemperatur auf 42*^C induziert wird. 

EbenfaUs Gegenstand der Erfindung ist ein rekombinantes Nukleinsaurem.olekai, 
umfassend die folgenden Bestandteile in 5'-3'-Reihenfolge: 
20 - emen in E. coli aktiven Promotor, 

- ggf. eine ftir ein Signalpeptid kodierende Sequenz, 

- eine an die Kodonverwendung in E. coli angepasste DNA-Sequenz, die flir 
eine RNase A bovinen Ursprungs kodiert. 

25 Bevorzugt handelt es sich bei dem Promotor um einen induzierbaren Promotor, 
besonders bevorzugt um einen hitzeinduzierbaren Promotor. Bei dem Signalpeptid 
handelt es sich bevorzugt um eine Signalsequenz, die den Transport des Piroteins in 
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den periplasmatischen Raum steuert, und besonders bevorzugt urn das phoA- 
Signalpeptid. 

Die Methoden zur Herstellung eines Nukleinsaxiremolektlls, das die oben 
5 aufgefiihrten Komponenten umfasst, gehOren zu den molekxilarbiologischen 

Standardmethoden und k5nnen der Literatur wie z.B. Sambrook und Russell (2001) 
Molecular Cloning - A laboratory manual, 3. Auflage, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Sprii^ Harbor, NY, USA, entnommen warden. 

1 0 Die Indiiktion des Promotors findet bevorzugt Mitte bis Ende der exponentiellen 
Wachstumsphase statt. Zu diesem Zeitpimkt haben die Zellen eine Biofeuchtmasse 
von etwa 35 bis 50 g/1 Kulturmedium erreicht. Die Induktion der Proteinexpression 
erfolgt fUr mindestens 14, in der Kegel flir 14 bis 20 Stunden, bevorzugt ftlr 
mindestens 16, in der Regel fUr 16 bis 18 Stunden, und am meisten bevorzugt flir 

15 etwa 17 Stunden. 

Als Wirtszellen fur die Expression der rekombinanten RNase A eignen sich 
verschiedene £.co//-Stamme, u.a. BL21, BNN93, MM294, ATCC 23226 und ATCC 
23851. 

20 

Dem Fachmann sind Methoden bekannt, mit denen er die DNA fur die rekombinante 
Expression der RNase A in die Wirtszellen einbringen kaim. Zu diesen Methoden 
gehSren sowohl chemische Methoden als auch physikalische Methoden wie die 
Elektroporation. Ebenso sind dem Fachmann geeignete Kulturmedien und 
25 Kulturbedingxmgen fur die E, co//-Zellen bekaimt. Diese kdnnen auch der Literatur, 
wie z.B, Sambrook imd Russell (2001) Molecular Cloning - A laboratory manual, 3. 
Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, USA, 
entnommen werden. 
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Die E. co//-Zellkultur in einem geeigneten Kulturmedium enthalt bei der Emte nach 
der Kultivienmg und ggf. Induktion mindestens 0,2 g RNase A pro Liter 
Kulturmedium, bevorzugt mindestens 0,5 g/1, besonders bevorzugt mindestens 1 g/i 
5 und am meisten bevorzugt etwa 1,2 g RNase A pro Liter Kulturmedium. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform bildet die RNase A in den Wirtszellen 
Inclusion Bodies. Diese Inclusion Bodies stellen unl6sliche intrazellulSre Aggregate 
des exprimierten Proteins dar. Sie kdnnen durch Zentrifiigation bei geringer 
1 0 Geschwindigkeit isoliert werden und bestehen ttblicherweise aus fast reinen 

Ablagerungen von denaturierten Formen des rekombinant exprimierten Proteins. Im 
Falle der RNase A trftgt die Bildxmg der Inclusion Bodies mOglicherweise zu der 
hohen Ausbeute bei, da das Produkt in einer inaktiven Form vorliegt und somit keine 
zytotoxischen Wirkungen zeigen kann. 

Um die Inclusion Bodies freizusetzen, muss die Wirtszelle lysiert werden. Die Lyse 
der Zelle kann erreicht werden z.B. durch mechanischen Scherstress, enzymatischen 
Verdau, z.B. mit Lysozym, Ultraschallbehandlung, Homogenisierung, 
Glaskugelvortexen, Behandlung mit Detergenzien oder organischen LOsungsmitteln, 
durch Einfiieren und Auftauen oder durch Behandlimg mit einem 
Denaturierungsmittel (BoUag et al. (1996) Protein Methods, 415 Seiten, Wiley-Liss, 
NY, NY). Gegebenenfalls kQnnen die Zellen in Gegenwart eines 
Denaturierungsmittels oder eines Disulfid-reduzierenden Mittels lysiert werden. 
UnlQsliches oder aggregiertes Material kann von iSslichen Proteinen durch 
verschiedene Verfahren, z.B. Zentrifiigation, Filtration (einschliefilich Ultrafiltration) 
oder Prazipitation abgetrennt werden. 
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Im nachsten Schritt muss das imlSsliche bzw. aggregierte Material loslich oder 
monomer gemacht werden, indem es mit einem Denaturierungsmittel behandelt wird. 
Geeignete Denaturierungsmittel schlieBen ein: Hamstoff, Guanidin, Arginin, 
Natriumthiocyanat, pH-Extreme (verdtinnte Sauren oder Basen), Detergenzien (z.B. 
5 SDS, Sarkosyl), Salze (Chloride, Nitrate, Thiocyanate, Trichloroacetate), chemische 
Derivatisierung (Sulfitolyse, Reaktion mit Citraconanhydrid), L5sungsmittel (2- 
Amino-2-methyl-l-propanol oder andere Alkohole, DMSO, DMF) oder starke 
Anionenaustauschharze wie etwa Q-Sepharose. Geeignete Konzentrationen von 
Hamstoff sind 1 bis 8 M, bevorzugt 5 bis 8 M. Geeignete Konzentrationen von 
10 Guanidin sind 1 bis 8 M, bevorzugt 4 bis 8 M. Besonders bevorzugt wird Guanidin in 
einer Konzentration von 5 M verwendet. 

Besonders bevorzugt enthSlt der Solubilisierungspuffer zusStzlich ein Redoxgemisch 
aus einem Oxidationsmittel und einem Reduktionsmittel, um die Reduktion intra- 

1 5 und intermolekularer Disulfidbriicken zu fSrdem. Beispiele filr geeignete 

Redoxgemische schliefien ein Cystein/Sauerstoff, Cystein/Cystin, Cystein/Cystamin, 
Cysteamin/Cystamin und reduziertes Glutathion/oxidiertes Glutathion. Am meisten 
bevorzugt enthait der SolubilisierungspufTer reduziertes und oxidiertes Glutathion. 
Dabei liegt das reduzierte Glutathion in einer Konzentration von 1 bis 10 mM, 

20 bevorzugt 2 bis 5 mM, im Solubilisierungspuflfef vor. Die Konzentration des 

oxidierten Glutathions betrSgt 1/10 bis 1/1, bevorzugt 1/10, der Konzentration des 
reduzierten Glutathions. 

Der pH-Wert des Solubilisierungsgemisches liegt bevorzugt zwischen pH 6 und pH 
25 1 0, besonders bevorzugt liegt er zwischen 7,5 und 9,5, am meisten bevorzugt bei 
etwapH9. 
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Nach dem Solubilisieren der Inclusion Bodies muss das Protein in seine aktive Form 
zurttckgefaltet werden, Dazu muss das Protein seine native Konformation annehmen 
und seine nativen Disulfidbriicken ausbilden. Die Ruckfaltung wird erreicht, indem 
die Konzentration des Denaturierungsmittels reduziert wird, so dass das Protein in 
5 seine lOsliche, biologisch aktive Form renaturieren kann. Die Konzentration des 
Denaturierungsmittels kaim reduziert werden durch Dialyse, Verdtinnung, 
Gelfiltration, Prazipitation des Proteins oder durch Immobilisierung an einem Harz, 
gefolgt von Waschen mit einem Puffer. Bevorzugt wird die Konzentration des 
Denaturierungsmittels durch Verditanung in einem nativen Puffer reduziert. 

10 

Um die nativen Disulfidbriicken des Proteins zurQckzubilden, wird ein 
Oxidationsmittel oder ein Redoxgemisch aus einem Oxidationsmittel und einem 
Reduktionsmittel zugegeben, die die Disulfidaustauschreaktion katalysieren, 
Geeignete Oxidationsmittel schlieBen ein Sauerstofif, Cystin, oxidiertes Glutathion, 

1 5 Cystamin und Dithioglykolsaure. Beispiele flir geeignete Redoxgemische schlieBen 
ein Cystein/Sauerstoff, Cystein/Cystin, Cystein/ Cystamin, Cysteamin/Cystamm, 
reduziertes Glutathion/oxidiertes Glutathion, Natriumsulfit/Natriumtetrathionat usw, 
Gegebenenfalls kann dem Riickfaltungsgemisch ein Reduktionsmittel wie DTT oder 
2-Mercaptoethanol zugegeben werden, um den Disulfidaustausch zu fbrdem. 

20 Gegebenenfalls kann ein Metallion wie Kupfer dem Rtlckfaltungsgemisch zugegeben 
warden, um die Oxidation des Proteins zu fSrdem, Geeignete Konzentrationen von 
Metallionen im Rtlckfaltungsgemisch sind 1 bis 1 mM. 

Bevorzugt enthalt das Rttckfaltungsgemisch reduziertes und oxidiertes Glutathion. 
25 Dabei liegt das reduzierte Glutathion in einer Konzentration von 1 bis 10 mM, 
bevorzugt 2 bis 5 mM, im RUckfaltungsgemisch vor. Die Konzentration des 
oxidierten Glutafliions betragt 1/10 bis 1/1, bevorzugt 1/10, der Konzentration des 
reduzierten Glutathions. 
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Bevorzugt betragt der pH des Rflckfaltungsgemisches zwischen pH 6 und pH 10, 
besonders bevorzugt liegt der pH zwischen 7,5 und 9,5 und am meisten bevorzugt 
liegt der pH des Rtickfaltungsgemisches bei etwa pH 9. 

5 

Nach der Solubilisienmg und Riickfaltung der RNase A wird diese bevorzugt durch 
chromatographische Schritte weiter aufgereinigt. Besonders bevorzugt handelt es 
sich bei der Chromatographie um eine Kationaustauschchromatographie, bei der die 
RNase A bei einem bestimmten pH des Puffers, der mindestens 0,5 bis 1,5 pH- 
10 Einheiten unterhaib des pl-Wertes der RNase A von 9,45 liegen sollte, durch ihre 
positive Gesamtladung an die Matrix der Kationaustauschsaule bindet, wahrend die 
meisten kontaminierenden Proteine nicht binden und durch Waschen entfemt werden 
kStmen. 

1 5 Geeignete BCationaustauschmatrizes schlieBen ein Carboxymethyl (CM)-Cellulose, 
AG 50 W, Bio-Rex 70, Carboxymethyl (CM)-Sephadex, Sulfopropyl (SP)-Sephadex, 
Carboxymethyl (CM)-Sepharose CL-6B und Sulfonat (S)-Sepharose, 

Geeignete Matrizes und ProtokoUe zur Durchflihrung der Kationenaustauschchro- 
20 matographie kann der Fachmann den Produktinformationen von Anbietem wie 
Amersham Biosciences (http://www.amershambiosciences.com) oder Bio-Rad 
(http://www.bio-radxom) entnehmen. 

Geeignete Puffer fOr die Kationenaustauschchromatographie schlieBen em Maleat-, 
25 Malonat-, Citrat-, Lactat-, Acetat-, Phosphat-, HEPES- und Bicin-Puffer. Die 

Konzentration des Puffers liegt bevorzugt zwischen 20 mM und 50 mM. Der pH des 
Puffers sollte fiir die Aufreinigung der RNase A mfiglichst nicht h5her als 8,0, 
bevorzugt nicht hSher als 7,0 sein. 
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Besonders bevorzugt wird fur die Kationenaustauschchromatographie 20 mM 
Natriumacetat pH 5,0 oder 50 mM Tris-HCl pH 6,8 verwendet. 

5 Die RNase A kaim nach dem Waschen durch eine VerSnderung, im Falle der 
Kationenaustauschchromatographie eine Erhdhung, des pH-Wertes oder eine 
Erhehnng der lonenstSrke von der SSule eluiert werden. 

Bevorzugt wird die Elution durch Erh6hung der lonenstfirke bewirkt. Wenn 20 mM 
10 Natriumacetat pH 5,0 als Puffer verwendet wird, wird zur Elution ein Gemisch von 
20 mM Natriumacetat pH 5,0 und 350 mM NaCl eingesetzt, Wenn 50 mM Tris-HCl 
pH 6,8 als Puffer verwendet wird, wird zur Elution Tris-HCl pH 6,8 in einer 
Konzentration von 250 mM eingesetzt. 

1 5 Weitere geeignete Bedingungen fiir die Kationenaustauschchromatographie kOnnen 
der einschlagigen Literatur, wie etwa dem Handbuch "Ion Exchange 
Chromatography-Principles and Methods" von Amersham Biosciences, Freiburg, 
Deutschland, entnommen werden. 

20 Die RNase A kann anschlieBend durch zusatzliche chromatographische Schritte 
sowie Filtration, PrSzipitation und Diafiltration weiter aufgereinigt werden. 

Nach der Aufreinigung mOssen eventuell mit der RNase A aufgeremigte DNasen 
inaktiviert werden, indem die produkthaltigen Chromatographiefraktionen bei 95 °C 
25 im Wasserbad hitzebehandeh werden. Bevorzugt erfolgt die Hitzebehandlung fur 20 
bis 35 Minuten, besonders bevorzugt fur etwa 20 Minuten. Altemativ kaim die 
Hitzebehandlimg auch bei 80 °C fiber einen entsprechend verlSngerten Zeitraum 
erfolgen. 
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Nach der Aufreinigung kann die RNase A hinsichtlich der Menge und ihrer Aktivitat 
analysiert werden. Die Analyse der Menge der aufgereinigten RNase A kann zum 
einen qualitativ uber eine SDS-PAGE-Analyse und anschliefiende Coomassie- 
5 Brilliant-Blue-Farbung erfolgen. Zur Quantifizienmg der RNase A kann ein 

kolorimetrischer Assay wie etwa der Bradford-Assay oder eine chemische Reaktion 
wie die Lowry- oder die Biuret-Reaktion verwendet werden. Als Standard fur die 
Anaiysen kann eine nicht-rekombinante, konunerziell erhaltliche bovine RNase A 
mit einer bekannten Kombination verwendet werden. AuBerdem kann die 
10 Konzentration der ProteinlOsung auch tiber die Extinktion bei 278 nm unter 
Berflcksichtigung des molaren ExtinktionskoefBzienten der RNase A berechnet 
werden. 

Mit dem erfindungsgemSfien Verfahren wird nach der Au&einigung eine Ausbeiute 
15 an RNase A von mebr als 100 mgfl Kulturmedium, bevorzugt von mehr als 200 mg/l 
Kulturmedium, besonders bevorzugt yon mehr als 250 mg/l Kulturmedium und am 
meisten bevorzugt von etwa 300 mg/l Kulturmedium erreicht. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren wird nach der Aufreinigung eine Ausbeute 
20 an RNase A von mehr als 3 mg/g Biofeuchlmasse, bevorzugt von mehr als 4 mg/g 
Biofeuchtmasse, besonders bevorzugt von mehr als 6 mg/g Biofeuchtmasse und am 
meisten bevorzugt von mehr als 8 mg/g Biofeuchtmasse erreicht. 

Die Aktivitat der RNase A kann durch Verdau von definierten RNA-MolekiUen 
25 bestimmt werden. Die RNase A-Aktivitat wird in Kunitz-Einheiten wiedergegeben. 
Eine Kunitz-Einheit verursacht eine Extinktionsabnahme bei 300 nm von 100 % in 
einer Minute bei einer Temperatur von 25 °C und eiuem pH von 5,0, wenn Gesamt- 
RNA aus Hefe als Substrat verwendet wird. Zum Vergleich der Aktivitat der nach 
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dem erfindxingsgemafien Verfahren aufgereinigten RNase A mit kommerziell 
erhaltlichen, nicht rekombinanten RNase A-Praparationen kSnnen die kommerziell 
erhaltlichen RNase A-Praparationen als Standard verwendet werden. 

5 Die nach dem erfindungsgemfiBen Verfahren aufgereinigte RNase A weist eine 
Aktivitat von mindestens 40 Kunitz-Einheiten xmd bevorzugt von mindestens 50 
Kunitz-Einheiten auf. Diese Aktivitat ist vergleichbar mit den von den Herstellem 
angegebenen Werten filr nicht-rekombinante RNase A. 

10 Altemativ kann der Aktivitatstest auch mit anderen RNAs bei anderen Temperaturen 
und aber andere Zeitraume hinweg durchgeflihrt werden. Aufierdem ist es natflrlich 
moglich, die Aktivitat der RNase A im Rahmen der gewimschten Endanwendung zu 
testen, z.B. in Form einer Plasmidisolierung. 

1 5 Die aufgereinigte RNase A kann entweder als Lyophilisat oder in flilssiger Form 
aufbewahrt werden. Als Puffer fiir die flflssige Aufbewahrung eignen sich z.B, Tris- 
HCl bei einem pH-Wert von 6,8 bis 7,4, ein Phosphatpuffer oder Natriumacetat. 
Zusatzlich kdnnen die Puffer weitere Bestandteile wie Glycerin, Triton X-100, 
Natriumchlorid oder EDTA enthalten. Wenn Tris-HCl als Puffer verwendet wird, 

20 wird dieses in einer Konzentration von 1 0 mM bis 250 mM eingesetzt. Bevorzugt 
wird es in einer Konzentration von 250 mM verwendet. Die RNase A liegt in der 
Lfisung in einer Konzentration von 1 bis 100 mg/ml, bevorzugt lOOmg/ml vor. 

Die nach dem erfindungsgemalJen Verfahren hergestellte RNase A eignet sich fur 
25 alle Anwendxmgen, in denen Ublicherweise RNase A eingesetzt wird, also z.B. fur 
die Isolierung von Plasmid- oder genomischer DNA und rekombinanten Proteinen, 
den Nachweis von Einzelbasenmutationen oder den Ribonuclease Protection Assay. 
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Die vorliegende Erfmdxuxg wird durch die nachfolgenden Beispiele dargestellt, die 
nicht als Einschrankung zu verstehen sind. 



5 

Beispiele: 

1 . Optimierung der flir die RNase A kodierenden DNA 

1 0 Zur Optimierung der Kodoaverwendung wurde zunachst die Proteinsequenz der 
reifen RNase A, die unter der Accessionnumber AAB35594 in der NCBI- 
Proteindatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez) zu finden ist, revers 
translatiert. Dadurch wm'de eine degenerierte DNA-Sequenz erhalten, die 
anschliefiend unter Zuhilfenahme SfiTentlich zugMnglicher 

15 Kodonverwendungstabellen (http://www.kazusa.or.jp/Kodon/E.html) ftr E.coU K12 
Zellen optimiert wurde. Die DNA-Sequenz filr die RNase A wurde an die 
Kodonverwendung im E. ca//-Stamm K12 angepasst, indem immer das am 
hSufigsten in diesen Zellen verwendete zur Auswahl stehende Kodon fUr eine 
bestimmte Aminosaure venvendet wurde. Bei der Optimierung wurde berucksichtigt, 

20 dass keine zusStzlichen Ndel- oder Sail - Restriktionsstellen generiert wurden, da 
diese die spatere Klonierung in den Expressionsvektor erschwert batten. Die so 
erhaltene cDNA-Sequenz, die als mRAopt bezeichnet wurde und in SEQ ID No. 1 
dargestellt ist, wurde bei der Firma Geneart (Regensburg, Deutschland) synthetisiert. 

25 Das phoA-Signalpeptid stanamt von der alkalischen Phosphatase aus Lysobacter 
enzymogenes (Accession No. Q05205). Die Sequenz des mutmafilichen 
Signalpeptids (29 Aminosauren) wurde mit einem Applet der Firma Entelechon 
(http://www.entelechon.comL/) auf deren Homepage unter Beriicksichtigung der 
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Kodonverwendung in E, coli K12 revers translatiert. Abgeleitet von dieser revets 
translatierten Nukleinsauresequenz wurden zwei einzelstrtogige DNA- 
Oligonukleotide (phoA for, phoA rev) hergestellt und Uber rekombinante PGR mit 
der kodierenden cDNA niRAopt verbunden. 



2. Klonierung der optiinierten DNA in einen Expressionsvektor und 
Transformation der co/i-Zeilen 



10 In einer so genannten primSren PCR-Reaktion wurden die beiden fiSr das 

Signalpeptid kodierenden Oligonukleotide phoA for (SEQ ID No. 3) und phoA rev 
(SEQ ID No, 4) zu einem Doppelstrang hybridisiert und unter den folgenden 
Bedingungen amplifiziert: 

IS Reaktionsansatz: 



10 ^il phoAfor(10pmoI/^l) 
lOfil phoArev(10pmol/)al) 

10 ^il lOx PCR-PufFer mit MgCl2 (15mM) (Expand High FideUty PGR System, Fa. 
20 Roche, Mannheim, Deutschland) 

4 ^il dNTP-Mix Oe 2 mM) (Fa, Gibco Life Technologies, Eggenstein, 
Deutschland) 

1 nl Polymerase (3,5 Einheiten/nl) (Expand High Fidelity PGR System, Fa. 
Roche, Mannheim, Dexitschland) 
25 65 jil H2O 
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PCR-Bedingungen: 



l.Schritt: 



1 min 



95°C 



5 



2. Schritt: 



Imin 95°C 



30 sek 



50°C 



30 sek 



72»C 



25 Zyklen 



10 3. Schritt: 4 mm 1T>C 
4. Schritt: 4°C 

Das Reaktionsprodukt der primSren PCR-Reaktion wurde zusammen mit dem 
Plasmid, das die optiinierte DNA-Sequenz enthalt (pmRAopt, geliefert von der 
15 Fiima Geneart), und einem Primer, der die Amplifikation vom 3'-Ende von der 

RNase A-opt cDNA ermSgUcht (5* GTC GAC TAT TAG ACQ CTC GCA TC 3'), in 
einer so genannten rekombinanten PCR-Reaktion mit den folgenden Bedingimgen 
eingesetzt: 

20 Reaktionsansatz: 

10 nl pmRAopt(10ng/nl) 

10 nl RNase opt 3' Primer ftir Amplifikation (10 pmol/^l) 
10 ^l primares PCR-Produkt 
25 10 nl lOx PCR-Puffer mit MgCb (1 5 laM) (Expand High Fidelity PGR System, Fa. 
Roche, Mannheim, Deutschland) 
8 nl dNTP-Mix (je 2 mM) (Fa, Gibco Life Technologies, Eggenstein, 



Deutschland) 
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1 ^1 Polymerase (3,5 Einheiten/nl) (Expand High Fidelity PGR System, Fa. 
Roche, Mamiheim, Deutschland) 

PCR-Bedingungen: 

5 

l.Schritt: 1 min 95X 

2. Schritt: 1 min 95°C 

30 sek 55°C 
10 45 sek 72T 

30 Zyklen 

3. Schritt: 4 min 72°C 
15 4, Schritt: 4°C 

Im PCR-Produkt, das durch diese Reaktion erhalten wiirde, lag die DNA-Sequenz fllr 
das Signalpeptid am 5 -Ende der RNase A-opt cDNA. 

20 Das PCR-Produkt wurde fiber ein Agarosegel aufgereinigt und in den Vektor 
pCR2.1-T0P0 (Firma Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) ligiert. Die korrekte 
Sequenz wurde mittels Sequenzienmg verifiziert. Das klonierte PCR-Produkt wurde 
anschlieJJend fiber einen A^^fel/^a/I-Doppelverdau aus dem Vektor herausgeschnitten 
und fiber ein Agarosegel gereinigt. Parallel hierzu wurde der Vektor pHIP-pelB- 

25 RNase-opt mit NdeVSall verdaut, wodurch der linearisierte Vektor pHIP mit Ndel- 
und iSa/I-Enden erhalten wurde. Dieser Vektor wurde ebenfalls fiber ein Agarosegel 
gereinigt. Das A^^/el/iSa/I-verdaute pho A-RNase A-opt-Fragment wurde in den 
linearisierten Vektor ligiert und in K coli TOPIOF'-Zellen transfonniert und 
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amplifiziert. Aus diesem Stanun wurde anschlieliend die Plasmid-DNA isoliert und 
fiir die Kalziumchlorid-vermitteite Transformation des E. co//-Stammes 
ATCC 23226 (vgl. Sambrook und Russell, vide supra) eingesetzt. 

5 Die hier verwendeten Methoden zur Kionierung der optimierten cDNA sind dem 
Fachmann wohl bekannt und koimen zum Beispiel in Sambrook und Russell (2001), 
vide suproy nachgelesen werden. 

Die Karte des Expressionsvektors pHUP ist in Abb. 1 dargestellt, die Sequenz des 
10 Expressionsvektors ist in SEQ ID No. 5 angegeben. Dieser Vektor enthalt bereits die 
hitzeinduzierbare Promotorsequenz und eine multiple Klonierungsstelle, in die tiber 
die Restriktionsschnittstellen der Enzyme Mdel und Sail entsprechende cDNAs 
kloniert werden k6nnen. 

15 

3 . Fermentation und Induktion der Bakterien 

Die Bakterien wurden in Komplettmedium (Soja-Pepton (27 g/1), Hefe-Extrakt (14 
g/1), NaCl (5 g/1), K2HPO4 (6 g/1), KH2PO4 (3 gA), MgS04 (0,5 g/1), Glycerin (30 

20 g/1)) bei 30°C kultiviert. In bestimmten Zeitintervallen wurde 1 ml KulturbrOhe in 
ein zuvor gewogenes Eppendorf-ReaktionsgefSJ} tlberfUhrt und die Zellen durch 
Zentrifugation bei 13000 x g fur 3 Minuten pelletiert. Der tJberstand wurde 
vollstandig entfemt imd das GefSli emeut gewogen. Aus der Differenz zwischen dem 
Gewicht des ReaktionsgefeBes mit Zellpellet [mg] und dem Gewicht des leeren 

25 ReaktionsgefaJies [mg] dividiert durch das Volumen der KulturbrOhe, aus dem die 
Zellen pelletiert wurden, iSsst sich die Biofeuchtmasse [mg/ml bzw. g/1] bestimmen. 
Die Bestimmung wurde als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Nach Erreichen einer 
Biofeuchtmasse von 35 bis 50 g/1 wurde die Kultivierungstemperatur auf 42*^0 
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erh5ht, wodurch die Expression des rekombinantea Proteins induziert wurde. Die 
Induktionsphase dauerte 17 Stunden. 



5 4. Emte der Bakterien und Gewinnung der nativen RNase A aus den Inclusion 
Bodies 

Die Zellen wurden nach der Induktionsphase durch Zentrifugation geemtet und in 20 
mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4 resuspendiert, der in einer Menge von 3,75 ml/g 

1 0 Biofeuchtmasse eingesetzt wurde. AnschlieBend wurden die Zellen durch zwei 
Passagen un Hochdruckhomogenisator (Fa, Niro Soavi, Liibeck, Deutschland) bei 
einem Druck von 800 ± 50 bar physikalisch aufgeschlossen. Die Inclusion Body- 
Fraktion wurde durch Zentrifogation (1 1000 x g filr 30 Minuten bei 4^C) geemtet, in 
20 mM Natriumphosphatpufifer pH 7,4 resuspendiert, wobei der Puffer in einer 

1 5 Menge von 5g/l Inclusion Bodies eingesetzt wurde, und emeut durch Zentrifugation 
pelletiert. 

Die Inclusion Body-Fraktion wurde in einem denaturierenden Redoxpuffer (5 M 
Guanidin-HCl, 50 mM Tris, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 2 mM Glutathion 
20 (reduziert), 0,2 mM Glutathion (oxidiert), pH 9, eingestellt mit NaOH bzw. HCl) 
solubilisiert, 

Unlosliche Bestandteile der Inclusion Body-Fraktion wurden durch Zentrifugation 
bzw. Filtration aus dem Ansatz entfemt. Anschliefiend wurde die optische Dichte der 
25 geklSrten Losung bei 280 nm (GDasomo) bestimmt. 



Die Rtickfaltung der denaturierten Proteine erfolgte durch Verdiinnung in einem 
nativen Verdtinnungspuffer (50 mM Tris, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 2 mM 
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Glutathion (reduziert), 0,2 mM Glutathion (oxidiert), mit NaOH bzw. HCl auf pH 9 
eingestellt). Das Volumen des Verdiinnungspuffers wurde so gewahlt, dass sich nach 
Zugabe der solubilisierten Inclusion Body-Fraktion eine OD280mn von 5 in dem 
ROckfaltungsansatz ergab. Dieser Ansatz wurde fur mindestens 15 Stunden leicht 
5 gerlihrt (150 bis 180 Umdrehungen pro Minute). 

5 . lonenaustauschchromatographie 

1 0 Der Rtickfaltungsansatz wurde durch Filtration geklSrt und anschiieBend durch 
Ultrafiltration eingeengt und umgepuffert, so dass sich der Ansatz in einem f!ir die 
nachfolgende Chromatographie geeigneten Puffer (50 mM Tris-HCl pH 6,8) befand. 
Der aus der Ultrafiltration erhaltene Ansatz wurde fiber einen Kationenaustauscher 
(SP-Sepharose, Firma Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland) 

15 chromatographisch aufgereinigt. Unspezifische Proteine warden durch Waschen mit 
etwa drei SSulenvolumen 100 mM Tris-HCl pH 6,8 entfemt. Die Elution erfolgte 
durch Erh5hung der Salzkonzentration auf 250 mM Tris-HCl pH 6,8. 

20 6. Hitzeinaktivierung und Abfullung der RNase A 

Die produkthaltigen Chromatographie-Fraktionen wurden durch Messung der 
Extinktion bei 280 nm in der Chromatographieanlage identifiziert, vereinigt imd ftir 
20 Minuten bei 95 °C im Wasserbad hitzebehandelt, Auftretendes PrSzipitat wurde 
25 nach der Hitzebehandlung durch Filtration oder Zentrifugation entfemt. Die Probe 
wurde durch Ultrafiltration eingeengt und die RNase A-L6sung durch Zugabe von 
250 mM Tris-HCl pH 6,8 auf eine Endkonzentration von 1 OO mg/ml eingestellt. Die 
LGsung wurde steril filtriert und abgeftiUt. 
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7. Analyse der aufgereinigten RNase A 

Die rekombinante, aufgereinigte RNase A wurde qualitativ durch SDS-PAGE- 
Analyse mit anschlieUender Coomassie-Brilliant-Blue-Farbung, wie sie in Sambrook 
5 und Russell (2001), vide supra^ beschrieben ist, analysiert. 

In Abbildung 2 ist die Analyse der Protein-Expression zu verschiedenea Zeitpunkten 
der Kultivierung bzw, Induktion gezeigt. Die Expression der rekombinajQten RNase 
A ist bereits 1,5 Stunden nach der Induktion nachweisbar und steigt bis 1 8 Stunden 
1 0 nach der Induktion an. 



Abbildung 3 zeigt die SDS-PAGE-Analyse der RNase A nach den einzelnen Auf- 
reinigungsschritten. Mit der oben beschriebenen Abfolge der Aufreinigungsschritte 
wird ausschliefilich die RNase A aufgereinigt. 

15 

Die Konzentration der aufgereinigten RNase A wurde kolorimetrisch nach Bradford, 
M,M. ((1976) Anal. Biochem. 72: 248-254) bestimmt 

Zur Analyse der RNase-Aktivitat wurden unterschiedliche Mengen der nach dem 
20 erfindungsgemSBen Verfahren hergestellten RNase A mit 1 0 |al Hefe-Gesamt-RNA 
(10 ixg/^l in 100 mM Natriumacetat pH 5,0) in einem Gesamtvolumen von 20 |il fur 
5 Minuten bei Raumtemperatur (20°C) inkubiert. Zum Vergleich wurde eine 
kommerziell erhaltliche RNase A parallel analysiert. Die behandelten Proben wurden 
mit 4 ^1 Beladxmgspuffer gemischt, auf einem 1% Agarosegel in Ix TAE 
25 elektrophoretisch aufgetrennt und durch Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar 
gemacht. Zwischen den beiden RNase A-Praparationen war kein signifikanter 
Unterschied erkennbar (vgl. Abb. 4a). 



wo 2005/095595 



PCT/EP2005/003063 



-26- 



AuBerdem wurde sowohl die RNase A, die nach dem erfindungsgemalien Verfahren 
hergestellt worden war, als auch zwei verschiedene kommerziell erhaltliche RNase 
A-PrSparationen zur Aufreinigung zweier unterschiedlicher Plasmide verwendet. 
Dazu wurden die entsprechenden Kulturen iiber Nacht in dYT-Medium mit 
5 Kanamycin (50|ag/ml) bei 37°C und 180 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Von 
jeder Kultur wurden pro Ansatz 1 ,5 ml in ein EppendorfreaktionsgefSB OberfUhrt und 
in einer Tischzentrifuge fur 3 min bei 13.000 Umdrehungen pro Minute pelletiert. 
Die Pellets wurden in je 200 fil Puffer 1 (Fa, Qiagen, Hilden, Deutschland; 50 mM 
Tris-HCl (pH 8), 10 mM EDTA, lOOjig/ml RNase A) resuspendiert, mit 200 ^l 

10 Puffer 2 (Fa. Qiagen; 0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS) gemischt und fur 3-5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 200 Puffer 3 (Fa. (Qiagen; 3 M 
Kaliumacetat pH 5,5) zugegeben, die Proben durch Invertieren gemischt und fiir 5 
mm in emer Tischzentrifuge bei 13.000 Umdrehui^en pro Minute zentrifugiert. Der 
Oberstand (500 ^il) wurde in em neues ReaktionsgefaJJ flberfOhrt. Von jedem Ansatz 

15 wurden 10 jil auf ein 1,2 % Agarosegel m Ix TAB aufgetragen, elektrophoretisch 
aufgetrennt und anschliefiend mit Ethidiumbromid gefUrbt Dabei konnte kein 
Unterschied hinsichtlich der RNase A-Aktivitat oder der DNA-Konformation in den 
Ansatzen mit der erfindungsgemafien RNase A und den kommerziellen RNase A- 
PrSparationen festgestellt werden (vgl. Abb. 4b). 



20 
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Abbildungen 

1 . Karte des pHIP-Expressionsvektors 

5 

Die Komponenten des Expressionsvektors sowie die Schnittstellen der 
Restriktionsenzyme sind markiert. 

10 2. Untersuchung der Kinetik der Expression der rekombinanten RNase A in den 
verwendeten E, co/Z-Zellen dxirch SDS-PAGE-Analyse 

1 : Prestained marker (Firma NEB Beverly, MA, USA), 2: Ih vor Induktion, 3: 0,5h 
vor Induktion, 4: Induktion, 5: 0,5 h nach Induktion, 6: 1,5 h nach Induktion, 7: 2,5 h 
1 5 nach Induktion, 8 : 1 8h nach Induktion 

3 . SDS-PAGE-Analyse der RNase A nach den verschiedenen 
Aufteinigungsschritten 

20 

1: Prestained marker (Finna NEB, Beverly, MA, USA), 2: Zellemte, 3: losliche 
Proteine, 4: Oberstand nach Waschen der Inclusion Body-Fraktion, 5: solubilisierte 
Inclusion Body-Fraktion, 6: nach Rttckfaltung, 7: nach Diafiltration, 8: DurchflxiB bei 
Chromatographic (= xmgebundenes Material), 9: Eluat 1,10: Eluat 2, 1 1 : Eluat 3, 12: 
25 kommerzielie, bovine RNase A 
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4. Aktivitatstests der aufgereinigten RNase A 

a) Verdau von RNA 

1, 15: 1 kb GrGBenmarker, 2-7; unterschiedliche Mengen kommerzieller, boviner 
5 RNase A (von l|ig bis 0,025 ^ig), 8: KontroUe ohne RNase A, 9-14: unterschiedliche 
Mengen rekombinanter, boviner RNase A (von l\ig his 0,025 ^g) 

b) RNase-A-Aktivitat wahrend der Plasmid-Isolierung 

10 M: 1 kb GrOflenmarker, 1 : ohne RNase A, 2: bovine RNase A (Fa, A), 3: bovine 
RNase A (Fa. B), 4: rekombinante RNase A 
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PATEN TANSP RUCHE 



5 1 . Verfahren zur Herstellung von rekombinanter RNase A in £. coli, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass eine DNA-Sequenz verwendet wird, die filr eine RNase A bovinen Ursprungs 
kodiert und die an die Kodonverwendung in E. coli angepasst wurde. 

1 0 2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die DNA-Sequenz an die 

Kodonverwendung in E, coli K12 angepasst ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die DNA-Sequenz an das 
am haufigsten in £. coli verwendete Kodon angepasst ist. 



15 



20 



4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die DNA- 
Sequenz der in SEQ ID. No. 1 angegebenen DNA-Sequenz oder einer zu der in SEQ 
ID. No. 1 angegebenen DNA-Sequenz zu mindestens 90 % identischen Sequenz 
entspricht. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die DNA-Sequenz unter 
Beriicksichtigung der natOrlichen Haufigkeit einzelner Kodons angepasst ist. 



6. Verfahren nach emem der Ansprttche 1, 2 oder 5, wobei die DNA- 
25 Sequenz der in SEQ ED. No. 2 angegebenen DNA-Sequenz oder einer zu der in SEQ 
ID. No. 2 angegebenen DNA-Sequenz zu mindestens 90 % identischen Sequenz 
entspricht 
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7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die 
RNase A in Fusion mit einem Signalpeptid exprimiert wird, das den Transport in den 
periplasmatischen Raum steuert, 

5 8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei es sicli bei dem Signalpeptid um 

das Signalpeptid der alkalischen Phosphatase (phoA) handelt. 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei die 
Expression der RNase A unter der KontroUe eines induzierbaren Promotors steht. 

10 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei es sicli bei dem Promoter um 
einen hitzeinduzierbaren Promoter handelt. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 9 oder 1 0, wob ei die Induktion der 
15 Genexpression am Ende der exponentiellen Wachstumsphase erfolgt 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 1 1, wobei die Induktion 
der Genexpression fSr einen Zeitraum von 14 bis 20 Stiuiden erfolgt. 

20 13. Verfahren nach einem der vorangehendem Anspruche, wobei die 

RNase A Inclusion Bodies bildet 



14. Verfahren nach einem der vorangehenden. Anspruche, wobei das 
Verfahren weiter umfasst die Gewinnung der RNase A atus den E, co//-Zellen bzw, 
25 dem Kulturmedium, ggf. unter Solubilisierung und RUclcfaltung der RNase A. 



1 5. Verfahren nach Anspruch 14, wobei zur Solubilisierung Guanidin- 
HCl als Denaturierungsmittel verwendet wird. 
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16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, wobei zur Ruckfaltung 
reduziertes und oxidiertes Glutathion verwendet wird. 

5 17. Verfahren nach emem der vorangehenden Ansprttche, wobei das 

Verfahren weiter umfasst eine chromatographische Aufreinigung der RNase A. 

1 8, Verfahren nach Anspruch 1 7, wobei eine Kationenaustauschchro- 
matographie durchgefiihrt wird. 

10 

1 9. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprttche, wobei die 
Ausbeute an RNase A mehr als 100 mg KNase A pro Liter Kulturmedium betragt. 

20. Verfahren nach euxem der vorangehenden Ansprttche, wobei die 

1 5 Ausbeute an RNase A mehr als 3 mg RNase A pro Gramm Biofeuchtmasse betragt. 

2 1 , Rekombinante RNase A, hergesteUt nach einem Verfahren nach 
einem der Ansprttche 1 bis 20. 

20 22. E, coft-ZelUcultur, enthaltend mindestens 0,2 g RNase A pro Liter 

Kulturmedium. 

23. Nukleinsauremolekttl, enthaltend eine Nukleinsauresequenz gemafi 
SEQIDNo. 1. 

25 

24. Nukleinsauremolekttl, enthaltend eine Nukleinsfturesequenz gemali 
SEQIDNo. 2. 
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25. NxikleinsauremolekUl, umfassend die folgenden Bestandteile in 5-3*- 

Reihenfolge: 

- einen in E, coli aktiven Promotor, 

- ggf. eine flir ein Signalpeptid im Siime von Anspruch 7 oder 8 kodierende Sequenz, 
5 - eine Nukleinsfturesequenz gemafi SEQ ID No. 1 oder NTo. 2. 

26. Verwendung einer Nukleinsauresequenz gemSfi SEQ ID No. 1 oder 
No. 2 zur Herstellung von rekombinanter RNase A. 

1 0 27. Verwendxmg der RNase A nach Ansprucli 2 1 in der Reinigung von 

DNA und Proteinen. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> Strathmann Biotec AG 



<120> Verfahren zur Herstellung von rekombinanter RNase A 



<130> C 7646 



<140> 
<141> 



<160> 5 

<170> Patent In Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 389 
<212> DNA 
<213> Bos sp. 



<400> 1 

catatgaaag aaacggctgc ggcgaaattt gaacgccagc acatggatag cagcaccagc 60 

gcggcgagca gcagcaacta ctgtaaccag atgatgaaaa gccgtaactt aaccaaagat 120 

cgttgtaaac cggtgaacac ctttgtgcac gaaagcttag cggatgtgca ggcggtgtgc 180 

agccagaaaa acgtggcgtg taaaaacgga cagaccaact gctatcagag ctacagcacc 240 

atgagcatta ccgattgccg cgaaaccggt agcagcaaat atccgaactg tgcgtacaaa 300 

accacccagg cgaacaaaca tattattgtg gcgtgtgaag gaaacccgta tgtgccggtg 360 

cattttgatg cgagcgtcta atagtcgac 389 



<210> 2 
<211> 389 
<212> DNA 
<213> Bos sp. 



<400> 2 

catatgaaag aaacggctgc ggcgaaattt 
gctgcctcga gctcgaatta ctgtaaccag 
cgttgtaagc cggtgaacac gttcgtacac 
agtcagaaaa atgtggcatg taaaaacgga 
atgagcatta ccgattgccg cgaaaccggt 
accactcagg caaacaaaca tattatcgtg 
cactttgatg cgtcagtcta atagtcgac 



gagcgccagc acatggacag ctccaccagc 60 
atgatgaagt ctcgtaacct gactaaagac 120 
gaaagtttag cagatgtaca ggccgtttgc 180 
caaacgaatt gctatcaaag ttactctaca 240 
tcctcaaaat atcctaattg tgcctacaaa 300 
gcgtgcgagg gcaacccgta tgtcccagtt 360 

389 



<210> 3 
<211> 69 
<212> DNA 



1 
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<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 3 

catatgaacc ttagtccaag cagaacaccg atttgcgcgg cgctggctgc ggccttgctc 60 
ggagcagct 59 

<210> 4 
<211> 62 

<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 4 

ttcgccgcag ccgtttcttt cgcatgggcc ggggccagtg cagctgctcc gagcaaggcc 60 
9^ 62 

<210> 5 

<211> 3288 
<212> DNA 

<213> Kanstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: pHIP-Vektor 
<400> 5 

gaattcgccc ttggggatca gccaaacgtc tcttcaggcc actgactagc gataactttc 60 
cccacaacgg aacaactctc attgcatggg atcattgggt actgtgggtt tagtggttgt 120 
aaaaacacct gaccgctatc cctgatcagt ttcttgaagg taaactcatc acccccaagt 180 
ctggctatgc agaaatcacc tggctcaaca gcctgctcag ggtcaacgag aattaacatt 240 
ccgtcaggaa agcttggctt ggagcctgtt ggtgcggtca tggaattacc ttcaacctca 300 
agccagaatg cagaatcact ggcttttttg gttgtgctta cccatctctc cgcatcacct 360 
ttggtaaagg ttctaagctt aggtgagaac atccctgcct gaacatgaga aaaaacaggg 420 
tactcatact cacttctaag tgacggctgc atactaaccg cttcatacat ctcgtagatt 480 
tctctggcga ttgaagggct aaattcttca acgctaactt tgagaatttt tgtaagcaat 540 
gcggcgttat aagcatttaa tgcattgatg ccattaaata aagcaccaac gcctgactgc 600 
cccatcccca tcttgtctgc gacagattcc tgggataagc caagttcatt tttctttttt 660 
tcataaattg ctttaaggcg acgtgcgtcc tcaagctgct cttgtgttaa tggtttcttt 720 
tttgtgctca tacgttaaat ctatcaccgc aagggataaa tatctaacac cgtgcgtgtt 780 
gactatttta cctctggcgg tgataatggt tgcatgtact aaggaggttg tatggaacaa 840 
cgcataaccc tgaaagatta tgcaatgcgc tttgggcaaa ccaagacagc taaagatcaa 900 
gaatgttgat cttcagtgtt tcgcctgtct gttttgcacc ggaatttttg agttctgcct 960 

2 
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cgagtaattt accaacacta ctacgtttaa 
gccggatccg tcgactcgag ttcgacctcg 
ggctcctttt ggagcctttt tttttggaga 
ttcctttagt tgttcctttc tattctcacc 
gttactagtg gatcaattct tagaaaaact 
tcatatcagg attatcaata ccatattttt 
actcaccgag gcagttccat aggatggcaa 
gtccaacatc aatacaacct attaatttcc 
aatcaccatg agtgacgact gaatccggtg 
agacttgttc aacaggccag ccattacgct 
cgttattcat tcgtgattgc gcctgagcga 
aattacaaac aggaatcgaa tgcaaccggc 
tttcacctga atcaggatat tcttctaata 
tggtgagtaa ccatgcatca tcaggagtac 
taaattccgt cagccagttt agtctgacca 
ctttgccatg tttcagaaac aactctggcg 
tcgcacctga ttgcccgaca ttatcgcgag 
tgttggaatt taatcgcggc ctagagcaag 
cccttgtatt actgtttatg taagcagaca 
cgtgagtttt cgttccactg agcgtcagac 
gatccttttt ttctgcgcgt aatctgctgc 
gtggtttgtt tgccggatca agagctacca 
agagcgcaga taccaaatac tgtccttcta 
aactctgtag caccgcctac atacctcgct 
agtggcgata agtcgtgtct taccgggttg 
cagcggtcgg gctgaacggg gggttcgtgc 
accgaactga gatacctaca gcgtgagcta 
aaggcggaca ggtatccggt aagcggcagg 
ccagggggaa acgcctggta tctttatagt 
cgtcgatttt tgtgatgctc gtcagggggg 
gcctttttac ggttcctggc cttttgctgg 
tcccctgatt ctgtggataa ccgtattacc 
agccgaacga ccgagcgcag cgagtcagtg 
tattttctcc ttacgcatct gtgcggtatt 
tctgctctga tgccgcatag ttaagccagt 
catggctgcg ccccgacacc cgccaacacc 
cccggcatcc gcttacagac aagctgtgac 
ttcaccgtca tcaccgaaac gcgcgaggca 
aagcctagat gcatgctcga gcggccgcca 



actgaaacaa actggagact catatggcgc 1020 
aaagcaagct gataaaccga tacaattaaa 1080 
ttttcaacgt gaaaaaatta ttattcgcaa 1140 
ccaagggcga attccagcac actggcggcc 1200 
catcgagcat caaatgaaac tgcaattta.t 1260 
gaaaaagccg tttctgtaat gaaggagaaa 1320 
gatcctggta tcggtctgcg attccgactc 1380 
cctcgtcaaa aataaggtta tcaagtgaga 1440 
agaatggcaa aagtttatgc atttctttcc 1500 
cgtcatcaaa atcactcgca tcaaccaaac 1560 
gacgaaatac gcgatcgctg ttaaaaggac 1620 
gcaggaacac tgccagcgca tcaacaatat 1680 
cctggaatgc tgttttcccg gggatcgcag 174 0 
ggataaaatg cttgatggtc ggaagaggca 1800 
tctcatctgt aacatcattg gcaacgctac 18 60 
catcgggctt cccatacaat cgatagattg 1920 
cccatttata cccatataaa tcagcatcca 1980 
acgtttcccg ttgaatatgg ctcataacac 2040 
gttttattgt tcatgaccaa aatcccttaa 2100 
cccgtagaaa agatcaaagg atcttcttga 2160 
ttgcaaacaa aaaaaccacc gctaccagcg 2220 
actctttttc cgaaggtaac tggcttcagc 2280 
gtgtagccgt agttaggcca ccacttcaag 2340 
ctgctaatcc tgttaccagt ggctgctgcc 2400 
gactcaagac gatagttacc ggataaggcg 24 60 
acacagccca gcttggagcg aacgacctac 2520 
tgagaaagcg ccacgcttcc cgaagggaga 2580 
gtcggaacag gagagcgcac gagggagctt 2640 
cctgtcgggt ttcgccacct ctgacttgag 2700 
cggagcctat ggaaaaacgc cagcaacgcg 2760 
ccttttgctc acatgttctt tcctgcgtta 2820 
gcctttgagt gagctgatac cgctcgccgc 2880 
agcgaggaag cggaagagcg cctgatgcgg 2 940 
tcacaccgca atggtgcact ctcagtacaa 3000 
atacactccg ctatcgctac gtgactgggt 3060 
cgctgacgcg ccctgacggg cttgtctgct 3120 
cgtctccggg agctgcatgt gtcagaggtt 3180 
gctgcggtaa agctcatcag cgtggtcgtg 3240 
gtgtgatgga tatctgca 3288 
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Sequence listing.txt 
SEQUENCE LISTING 

<110> Strathmann Biotec GmbH & Co. KG 

<120> Method for producing recombinant RNase A 

<130> C 7646/RN 

<140> 
<141> 

<160> 5 

<170> Patentin ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 389 
<212> DNA 
<213> Bos sp. 

<400> 1 

catatgaaag aaacggctgc ggcgaaattt gaacgccagc acatggatag cagcaccagc 60 
gcggcgagca gcagcaacta ctgtaaccag atgatgaaaa gccgtaactt aaccaaagat 120 
cgttgtaaac cggtgaacac ctttgtgcac gaaagcttag cggatgtgca ggcggtgtgc 180 
agccagaaaa acgtggcgtg taaaaacgga cagaccaact gctatcagag ctacagcacc 240 
atgagcatta ccgattgccg cgaaaccggt agcagcaaat atccgaactg tgcgtacaaa 300 
accacccagg cgaacaaaca tattattgtg gcgtgtgaag gaaacccgta tgtgccggtg 360 
cattttgatg cgagcgtcta atagtcgac 389 

<210> 2 
<211> 389 
<212> DNA 
<213> Bos sp- 

<400> 2 

catatgaaag aaacggctgc ggcgaaattt gagcgccagc acatggacag ctccaccagc 60 
gctgcctcga gctcgaatta ctgtaaccag atgatgaagt ctcgtaacct gactaaagac 120 
cgttgtaagc cggtgaacac gttcgtacac gaaagtttag cagatgtaca ggccgtttgc 180 
agtcagaaaa atgtggcatg taaaaacgga caaacgaatt gctatcaaag ttactctaca 240 
atgagcatta ccgattgccg cgaaaccggt tcctcaaaat atcctaattg tgcctacaaa 300 
accactcagg caaacaaaca tattatcgtg gcgtgcgagg gcaacccgta tgtcccagtt 360 
cactttgatg cgtcagtcta atagtcgac 389 

<210> 3 
<211> 69 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description of the artificial sequence: Primer 

<400> 3 

catatgaacc ttagtccaag cagaacaccg atttgcgcgg cgctggctgc ggccttgctc 60 
ggagcagct 69 

<210> 4 
<211> 62 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
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<220> 

<223> Description of the artificial sequence: Primer 
<400> 4 

ttcgccgcag ccgtttcttt cgcatgggcc ggggccagtg cagctgctcc gagcaaggcc 60 
gc 62 



<210> 5 
<211> 3288 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description of the artificial sequence: pHIP-Vector 
<400> 5 

gaattcgccc ttggggatca gccaaacgtc tcttcaggcc actgactagc gataactttc 60 
cccacaacgg aacaactctc attgcatggg atcattgggt actgtgggtt tagtggttgt 120 
aaaaacacct gaccgctatc cctgatcagt ttcttgaagg taaactcatc acccccaagt 180 
ctggctatgc agaaatcacc tggctcaaca gcctgctcag ggtcaacgag aattaacatt 240 
ccgtcaggaa agcttggctt ggagcctgtt ggtgcggtca tggaattacc ttcaacctca 300 
agccagaatg cagaatcact ggcttttttg gttgtgctta cccatctctc cgcatcacct 360 
ttggtaaagg ttctaagctt aggtgagaac atccctgcct gaacatgaga aaaaacaggg 420 
tactcatact cacttctaag tgacggctgc atactaaccg cttcatacat ctcgtagatt 480 
tctctggcga ttgaagggct aaattcttca acgctaactt tgagaatttt tgtaagcaat 540 
gcggcgttat aagcatttaa tgcattgatg ccattaaata aagcaccaac gcctgactgc 600 
cccatcccca tcttgtctgc gacagattcc tgggataagc caagttcatt tttctttttt 660 
tcataaattg ctttaaggcg acgtgcgtcc tcaagctgct cttgtgttaa tggtttcttt 720 
tttgtgctca tacgttaaat ctatcaccgc aagggataaa tatctaacac cgtgcgtgtt 780 
gactatttta cctctggcgg tgataatggt tgcatgtact aaggaggttg tatggaacaa 840 
cgcataaccc tgaaagatta tgcaatgcgc tttgggcaaa ccaagacagc taaagatcaa 900 
gaatgttgat cttcagtgtt tcgcctgtct gttttgcacc ggaatttttg agttctgcct 960 
cgagtaattt accaacacta ctacgtttaa actgaaacaa actggagact catatggcgc 1020 
gccggatccg tcgactcgag ttcgacctcg aaagcaagct gataaaccga tacaattaaa 1080 
ggctcctttt ggagcctttt tttttggaga ttttcaacgt gaaaaaatta ttattcgcaa 1140 
ttcctttagt tgttcctttc tattctcacc ccaagggcga attccagcac actggcggcc 1200 
gttactagtg gatcaattct tagaaaaact catcgagcat caaatgaaac tgcaatttat 1260 
tcatatcagg attatcaata ccatattttt gaaaaagccg tttctgtaat gaaggagaaa 1320 
actcaccgag gcagttccat aggatggcaa gatcctggta tcggtctgcg attccgactc 1380 
gtccaacatc aatacaacct attaatttcc cctcgtcaaa aataaggtta tcaagtgaga 1440 
aatcaccatg agtgacgact gaatccggtg agaatggcaa aagtttatgc atttctttcc 1500 
agacttgttc aacaggccag ccattacgct cgtcatcaaa atcactcgca tcaaccaaac 1560 
cgttattcat tcgtgattgc gcctgagcga gacgaaatac gcgatcgctg ttaaaaggac 1620 
aattacaaac aggaatcgaa tgcaaccggc gcaggaacac tgccagcgca tcaacaatat 1680 
tttcacctga atcaggatat tcttctaata cctggaatgc tgttttcccg gggatcgcag 1740 
tggtgagtaa ccatgcatca tcaggagtac ggataaaatg cttgatggtc ggaagaggca 1800 
taaattccgt cagccagttt agtctgacca tctcatctgt aacatcattg gcaacgctac 1860 
ctttgccatg tttcagaaac aactctggcg catcgggctt cccatacaat cgatagattg 1920 
tcgcacctga ttgcccgaca ttatcgcgag cccatttata cccatataaa tcagcatcca 1980 
tgttggaatt taatcgcggc ctagagcaag acgtttcccg ttgaatatgg ctcataacac 2040 
cccttgtatt actgtttatg taagcagaca gttttattgt tcatgaccaa aatcccttaa 2100 
cgtgagtttt cgttccactg agcgtcagac cccgtagaaa agatcaaagg atcttcttga 2160 
gatccttttt ttctgcgcgt aatctgctgc ttgcaaacaa aaaaaccacc gctaccagcg 2220 
gtggtttgtt tgccggatca agagctacca actctttttc cgaaggtaac tggcttcagc 2280 
agagcgcaga taccaaatac tgtccttcta gtgtagccgt agttaggcca ccacttcaag 2340 
aactctgtag caccgcctac atacctcgct ctgctaatcc tgttaccagt ggctgctgcc 2400 
agtggcgata agtcgtgtct taccgggttg gactcaagac gatagttacc ggataaggcg 2460 
cagcggtcgg gctgaacggg gggttcgtgc acacagccca gcttggagcg aacgacctac 2520 
accgaactga gatacctaca gcgtgagcta tgagaaagcg ccacgcttcc cgaagggaga 2580 
aaggcggaca ggtatccggt aagcggcagg gtcggaacag gagagcgcac gagggagctt 2640 
ccagggggaa acgcctggta tctttatagt cctgtcgggt ttcgccacct ctgacttgag 2700 
cgtcgatttt tgtgatgctc gtcagggggg cggagcctat ggaaaaacgc cagcaacgcg 2760 
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gcctttttac ggttcctggc cttttgctgg ccttttgctc acatgttctt tcctgcgtta 2820 
tcccctgatt ctgtggataa ccgtattacc gcctttgagt gagctgatac cgctcgccgc 2880 
agccgaacga ccgagcgcag cgagtcagtg agcgaggaag cggaagagcg cctgatgcgg 2940 
tattttctcc ttacgcatct gtgcggtatt tcacaccgca atggtgcact ctcagtacaa 3000 
tctgctctga tgccgcatag ttaagccagt atacactccg ctatcgctac gtgactgggt 3060 
catggctgcg ccccgacacc cgccaacacc cgctgacgcg ccctgacggg cttgtctgct 3120 
cccggcatcc gcttacagac aagctgtgac cgtctccggg agctgcatgt gtcagaggtt 3180 
ttcaccgtca tcaccgaaac gcgcgaggca gctgcggtaa agctcatcag cgtggtcgtg 3240 
aagcctagat gcatgctcga gcggccgcca gtgtgatgga tatctgca 3288 
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